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SUMMARY
　　Three　techniques　for　measuring　methotrexate　show　various　cross　reactivities　with　methotrexate
metabolites．　The　enzyme－inhibition－assay　quantitates　methotrexate　（MTX），　methotrexate　digultamate
（MTX－G），and　methotrexate　triglutamate　（MTX－G，）　equally　well，　but　has　a　1090　cross　reactivity　with
4－amino－4－deoxy－niO－methylpteroic　acid　（APA），　and　19）（o　with　7－hydroxy　MTX　（7－OHMTX）．
　　Radioimmunoassay　shows　an　equal　cross　reactivity　with　MTX，　APA，　MTX－G　and　MTX－G2，　and
a　5　to　109（o　cross　reactivity　with　7－OHMTX．　HPLC　can　separate　MTX，　MTX－G，　MTX－G2，　7
－OHMTX，　and　APA　beautifully．　Each　metabolite　and　MTX　were　reasured　specifically．　7－OHMTX　is
eliminated　more　slowly　than　MTX　and　its　production　inceases　with　dosages　of　methotrexate．　ln　addition
to　plasma　and　urine　samples，　tissue　samples　from　6　patients　with　osteosarcoma　who　received　high　dose
MTX　were　assayed．　ln　one　patient　with　osteosarcoma　who　died　of　renal　failure　14　days　after　high　dose
MTX，　the　highest　concentration　of　both　MTX　and　7－OHMTX　in　organs　was　in　the　kidney．　Among
5　other　patients，　3　who　showed　no　MTX　metabolite　in　the　tumor　tissues　developed　lung　metastases，　but
2　who　showed　those　metabolite　in　the　tumors　are　doing　well．　These　preliminary　results　suggested　the
interrelation　among　MTX　metabolism，　toxicity　and　clinical　activity．
Introduction
　　The　prognosis　for　children　with　cancer　has　improved　dramatically　by　the　introduction　of　various
effective　chemotherapeutic　agents．
　　one　of　those　agents　is　a　folic－acid－antagonist，　Methotrexate　（MTX）．　Since　1948，　MTX　has　been　used
for　many　kind　of　malignancy　in　combination　with　other　drugsi）．　This　was　followed　by　the　invention　of
a　new　type　of　administration，　high　dose　MTX　with　citrovorum　factor　（CF）　rescue2）．　This　new　regimen
of　a　relatively　old　anti－cancer　medicine　has　been　used　extensively　in　the　treatment　of　various　types　of
malignancies　such　as　acute　lymphocytic　leukemia，　malignant　lymphoma，　osteosarcoma，　head　and　neck
tumors　and　brain　tumor3）．
　　The　purpose　of　this　regimen　is　to　obtain　more　tumor－cell－kill　by　increasing　the　concentration　of　the
drug　in　the　target　tissues　without　giving　much　toxicity　to　the　host．
　　The　use　of　CF　as　a　rescue　agent　followig　MTX　has　made　it　possible　to　administer　this　anti－metabolite
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in　massive　doses　up　to　500　mg／kg　or　so．
　　However，　because　there　was　a　high　incidence　of　chemotherapy　death　in　an　earlier　study，　this　regimen
is　still　dangerous　without　well－trained　chemotherapists，　A　serial　determination　of　serum　level　of　MTX
during　and　after　the　treatment　is　also　essential　to　avoid　drug　toxicity4）．
　　Various　methods，　such　as　enzyme　inhibition　assay　（EIA），　radioimmunoassay　（RIA）　and　enzyme
－multiplied　immunoassay　technique，　have　been　used　for　the　quantitation　of　MTX5）．　Recently　high
performance　liquid　chromatography　（HPLC）　was　added　to　those　modalities6）．　The　HPLC　made　it
possible　to　measure　the　level　of　MTX－metabolites　after　the　high－dose　MTX　therapy．　The　MTX
metabolites　that　have　been　found　in　the　human　body　were　as　follows：7－Hydroxy　MTX　（7－OH　MTX）
in　serum　and　urine5）’），　MTX－polyglutamate　（MTX－diglutamate　and　MTX－triglutamate）　in　red　blood
cells，　leukemic　blast　and　hepatic　cells8）9），　and　4－Amino－4－deoxy－NiO）一methylpteroic　acid　（APA）iO）．
The　samples　of　serum　and　tissues　from　the　patients　treated　with　high－dose　MTX　were　analyzed　by
HPLC，　EIA　and　RIA．　The　level　of　MTX　and　its　metabolites　was　measured．　The　differences　of　those
modalities　were　investigated　in　measuring　the　level　of　MTX　and　its　metabolites．　Toxicities　and　prognosis
of　the　patients　were　also　examined　in　relation　to　those　metablites．
Patients　and　samples
Samples　of　whole　blood　were　obtained　from　25　children　and　young　adults　with　osteosarcoma　who　were
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Fig．　2．　Plasma　7－hydroxymethotrexate　and
　　　methotrexate　clearance　in　patients
　Plasma　methotrexate　was　quantitated　by　both　HPLC　and　EIA；
　7－hydroxymetho－trexate　was　quantitated　by　HPLC　alone．　n　＝3
　for　all　points　except　for　48　h　atter　methotrexate，　where　n　＝1
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7－Hydroxymethotrexate　was　quantitated　by　HPLC．　The　peak　7－hydroxymetho－
trexate　concentration　was　usualty　observed　6　to　12　h　after　the　start　of　the
infusion
10－9 10－s 10－7
0
　　　50　100　150　200　250
　　　　　　　MTX　Dosage　mg／kg
　　　Maximum　plasma　7－hydroxymethotrex－
ate　values　observed　in　patients　receiving
therapy　with　high　doses　of　methotrexate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　y
だ
oEoo里a．望
a
も
20
40
60
80
100
倉
NO
自
白
口
口
A　MTX
o　APA
ロ　了一〇HMT）〔
A　MTXG
匿MTXGG
口
口
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10－9　10－8　10－7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Concentration，　maf／L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　5．　Relation　between　displacement　and　con－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　centration　on　RIA　of　methotrexate　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　related　compounds
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A，methotrexate；　O，4－amino－4－dooxy－tV’e－methlpteroic　acid；　O，7－hydroxy－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　methotrexate；△，　methOtrexate　diglutate；鼠methotrexate　triglutamate
being　treated　with　high　dose　MTX　and　CF　rescue．　Patients’　ages　ranged　from　6　to　22　years　（median，
15　years）．　MTX　（50　to　450　mg／kg　of　body　weight），　dissolved　in　500　or　1000　ml　of　591．　D／W，　was
administered　by　continuous　intravenous　drip　over　6　hours．　After　MTX，　CF　rescue　was　given
intravenously　every　3　hours　for　a　total　of　nine　doses，　which　was　followed　intramuscularly　every　6　hours
for　the　next　48　hours．　Later，　tissue　samples　from　6　of　those　osteosarcoma　patients　were　also　analyzed．
Those　tissues　were　obtained　during　surgery　and　autopsy．
Method
　　The　concentration　of　MTX　in　plasma　was　determined　by　EIA　and　RIA　as　described　previously　by
Wang　et　aL　5）ii）．
　　Tissues　were　homogenized　3　times　the　vlume　of　evaporated　water　and　handled　in　the　same　way　as
plasma．　Components　in　the　extract　of　plasma　and　tissue　were　separated　by　HPLC　using　Glenco　HPLC
system　（Glenco　Scientific，　lnc．）　with　a　Partisil　PXS　10／25　ODS　column　（4，6　mm　25　cm：Whatman）．A
variable　ultraviolet　detector　（Laboratory　Data　Control）　was　also　connected　to　the　system．　A　digital
integrator　（Model　CSI－38，　Columbia　Scientific　lndustries）　was　used　to　estimate　the　area　under　the
peaks．
　　One　milliliter　of　plasma　or　tissue－homogenated　sample　was　treated　with　an　equal　volume　of　perchloric
（3）
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Table　1．　MTX　and　MTX－Metabolites　in　Tumors　（Osteosarcoma）　and　Host　Tissues
Tissue　MTX　concentration　（M）
CaseDosage　of　Time　after　Previous　Sample
MTX（mg／kg）　H－D－MTX＊i　H－D－MTX　tissue
Enzymatic　Radioimmuno
　assay　assay　MTX
HPLC　Analysis
7－OH－MTX　MTX　glutama
tumor　　　　2．2×10－73．0×10－7　　　NP＊2NP NP1 150 18days 3×
muscle　　　　　ND2．1×10－8　　　NP NP NP
bone　marrow　6．2×1『78．8×10一ア8．8×10－78．4×10－7 NP
kidney　　　　　　4。4×10－57，1×10－5　　4．8×10－51．6×10－56．Ox10『6
2 350 14days 1× liver　　　　　　　1．7×重0　61．2×10－5　　4．0×10－61．2×10－5 NP
spleen　　　　　　8．0×10－61．6×10－5　8．0×10－6　　　　　　． 3．0×10『5 NP
blood　　　　　　一 5．3×10－5　　　1．1×10－4NP NP
tumor　　　　　　ND2．0×10－8　　　NP NP NP3 150 33days 5×
muscle　　　　　ND1，0×10－8　　　NP NP NP
4 350 40days 1× tumor　　　　　ND3．8×10一9　　　NP1．2×10一6 NP
tumor　　　　　　ND6．3×10－8　　　NP NP NP5 150 12days 5×
muscle　　　　　ND9．9×10『9　　　NP NP NP
6 450 26days 0 tumor　　　　9．2x10－76．0×10－7　　　NP NP 1．6×10－7
＊1，　HD－MTX：high　dose　methotrexate　（6　hour　IV　infusion）
＊2．　np：no　peak　was　detected　on　HPLC　analysis，
acid　（60　g／1　solution）．The　supernatant　fiuid　was　neutralized　with　1　mol／1　KOH．　Potassium　perchlorate
was　removed　by　centrifugation　and　the　supernate　was　extracted　with　an　ethyl　acetate／2－propanol　（10／
1　by　volume）　mixture．　The　organic　layer　was　evaporated　under　nitrogen，　and　the　residue　was　dissolved
in　100　ptl　of　water．　Ten　to　50　ptl　of　the　extract　were　injected　into　the　liquid　chromatograph，　the　mobile
phase　consisting　of　a　30／70　（by　volume）　mixture　of　methanol　and　5　m　mol／1　1－hexanesulfonic　acid，　pH
3．75　and　the　flow　rate　was　1　ml．　The　ultraviolet　detector　was　set　at　280　or　305　nm．
　　Identification　of　MTX　and　its　metabolites　was　first　based　on　retention　time　on　HPLC　as　compared
with　authentic　MTX，　7－hydroxy　MTX，　MTX　diglutamate，　MTX　triglutamate　and　4－amino－4　deoxy
NiO－methylpteroic　acid，　and　co－chromatography　with　an　authentic　compound．　By　using　those　authentic
materials，　the　relation　between　percent　inhibition　and　concentration　on　EIA　and　the　relation　between
displacement　and　concentra’tion　on　RIA　of　MTX　and　related　compounds　were　examined．
Result
　　The　addition　of　1－hexanesulfonic　acid　to　the　mobile　phase　made　it　possible　to　separate　MTX　and　7
－OH　MTX　through　a　paired　一ion　mechanism．　This　method　allowed　a　separation　of　MTX　and　7－OH
MTX　in　1　to　1．25　min．　under　the　condition　used．　However，　the　MTX－diglutamate　and　MTX－trig－
lutamate　peaks　were　still　obscured　by　normal　plasma　components，　although　separated　from　the　7－OH
MTX　and　MTX　peaks．　Under　our　experimental　condition，　the　retention　times　（in　seconds）　wer：MTX
－triglutamate　375；　MTX－diglutamate，　460；　7－OH　MTX，　545；　MTX，　631；　and　4－amino－4　deoxy　NiO
－methylpteroic　acid，　1684．
　　Fig．　1　shows　the　chromatogram　for　plasma　samples　before　and　6　hours　after　the　start　of　infusion．　Fig．
2　shows　the　clearance　of　plasma　MTX　and　7－OH　MTX　in　patients　who　had　received　200　mg　of　MTX
per　kilogram　of　body　weight．
　　The　elimination　of　7－OH　MTX　was　slower　compared　to　MTX．　Fig．　3　indicates　the　relation　between
concentration　of　7－OH　MTX　and　MTX　dose　by　infusion．　The　metabolite　is　usually　measurable　6　to　12
hours　from　the　start　of　a　6－hour　infusion．　MTX　dosage　and　production　of　7－OH　MTX　are　correlated．
（4）
Jan，　1990 HONDA：　Methotrexate　and　it’s　Metabolites　after　High　Dose　MTX　Therapy一 107　一
Concurrently　the　influence　of　metabolites　on　the　quantitation　of　methotrexate　by　both　EIA　and　RIA
were　investigated　（Fig．　4　and　5）．
　　It　was　concluded　that　EIA　measures　MTX，　MTX－diglutamate　and　MTX－triglutamate　with　equal
sensitivity，　but　measurement　of　4－amino－4－deoxy－N’O－methylpteroic　acid　is　only　10910　as　sensitive　and
of　7－OH　MTX　only　190　as　sensitive．　With　our　RIA　method，　MTX　4－amino－4－deoxy－10iO－methylpter－
oic　acid，　MTX－diglutamate　and　MTX－triglutamate　all　cross－reacted　equally　with　the　methotrexate
antibody，　but　7－OH　MTX　showed　a　5　to　10910　cross　reactivity　（Fig．　5）．　Table　1　showed　the　MTX　and
its　metabolites　in　the　tissue　from　the　patients　treated　with　high　dose　MTX．　The　interval　between　high
dose　MTX　and　tissue　sampling　varied　from　12　days　to　40　days．　lt　was　found　that　MTX　remained　in
the　tissues　for　a　long　time．　ln　case　4，　MTX　level　in　the　tumor　tissue　was　still　3．8　×　10－9　mol／1　（by　RIA）．
In　case　2　and　4，　1×　10－5　to　10－6　mol／1　level　of　7－OH　MTX　was　detected　on　days　14　and　40．　Case　2
was　a　girl　with　osteosarcoma　who　died　of　acute　renal　failure　10　days　after　high　dose　MTX．　ln　this　case，
the　highest　concentration　of　both　MTX　and　7－OH　MTX　in　organs　was　in　the　kidneys．　MTX－poly
－glutamate　was　detected　in　cases　2　and　6．
Discussion
　　In　some　early　clinical　trials　with　high　dose　MTX　and　CF　rescue，　the　fatality　rate　was　6910i2）．　Because
of　this　severe　toxicity，　quantitation　of　drugs　in　the　blood　became　mandatory．
　　Toxicity　after　high－dose　MTX　is　not　dose－related，　but　it　is　age－related‘）．　ln　addition，　patients
receiving　more　than　10　infusions　experienced　symptoms　of　toxicity　significantly　more　frequently　than
those　receiving　fewer　infusions‘）．
　　Because　there　was　a　previous　report　that　age　and　frequency　of　administration　affected　metabolism，　the
investigation　of　the　metabolism　of　the　drug　was　undertaken　in　this　paperii）i3）．
　　Usually　the　specimen　contains　both　MTX　and　its　metabolites，　and　these　metabolites　have　some
activity　as　a　folic－acid－antagonist．　That　in　why　the　results　of　the　level　of　MTX　by　HPLC　were　lower
than　those　by　EIA．　Now，　HPLC　can　quantitate　MTX　and　its　metabolites　more　specifically．　Therefore，
the　comparative　usefulness　of　these　various　methods　needs　to　be　carefully　assessed．　For　example，　7－OH
MTX　is　less　soluable　in　aqueous　solutions　than　methotrexate，　so　precipitation　in　the　kidney　is　more　likely
with　concomitant　renal　dysfunction．
　　Therefore　we　should　be　concerned　with　the　relationship　between　renal　dysfunction　and　7－OH　MTX．
In　fact，　the　kidney　tissue　in　case　2　who　died　of　acute　renal　failure　showed　a　very　high　concentration　of
7－OH　MTX．　Again　it　was　shown　that　7－OH　MTX　and　4－amino－4－deoxy－NiO－methylpteroic　acid
inhibited　dihydrofolate　reductase　less　eMciently　than　MTX　and　MTX－polyglutamate．　However，　there
was　still　some　antitumor　activity．　This　may　be　the　reason　why　2　out　of　6　osteosarcoma　patients　whose
turors　showed　some　of　the　metabolites　of　MTX　（case　4　and　6）　are　doing　fine　without　metastasis．　Case
2　patient　died　too　early　to　evaluate．　The　rest　of　the　patients　all　developed　by　metastasis．
　　My　data　demonstrated　the　presence　of　MTX－metabolites　in　various　tissues　including　tumor．　Tumors
appeared　to　concentrate　more　MTX　and　its　metabolites　than　uninvolved　tissues．
　　These　preliminary　results　suggested　on　interrelation　among　MTX　metabolism，　toxicity　and　clinical
actlvlty．
　　Further，　a　number　of　pharmacokinetic　analyses　of　high　dose　MTX　need　to　be　re－evaluated　and　an
analysis　of　the　meaning　of　MTX　metabolites　in　the　tissues　needs　to　be　done．
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大量メソトレキセート療法を受けた骨肉腫患者における
メソトレキセートならびにその代謝産物についての研究
東京医科大学小児科学教室（指導：本多輝男教授，西村昂三客員教授）
　　　　　　　　　　　　細谷亮太
　小児の悪性腫瘍の予後は，化学療法の進歩により，著名に改善した．その先がけとなったものがMethotrex－
ateの使用であった．40年以上も前から使用されていたこの薬剤が，最近，大量療法の導入により見直され
てことは，興味深い．
　小児の骨腫瘍，特に骨肉腫の患児にとって大量Methotrexate療法は，不可欠に近いものとなってきた・
　今回，新しい技術として現在用いられる高速液体クロマトグラフィーによりMethotrexate（MTX）およ
びその代謝産物を，骨肉腫患者の材料（尿，血清，腫瘍組織）について検索した．
　MTX大量投与後には，　MTX代謝産物（MTX－G，　MTX－G，，7－OH－MTX，　APA）が認められた．　MTX
測定の3つの方法から，MTX代謝産物には種々の交叉反応がみられ，酵素阻止測定では，　MTX，　MTX－G，
MTX－G、はMTXとほぼ同一に反応するが，　APAはその10％，7－OH－MTXは1％しか反応しないこと
がわかった．Radio－immunoassay法では，　MTX，　APA，　MTX－G，　MTX－G2には同様の，また7－OH　一MTX
には5～10％の交叉反応がみられた．MTX大量投与後には，かなりの7－OH－MTXのクリアランスは2相
性で，半減期は4．5時間および約28時間であった．6例の患者組織中のMTXおよびその代謝産物の検索に
よれば，MTX，7－OH－MTXの最高濃度は，　MTX大量投与の14日後に腎不全で死亡した症例の腎にみら
れた．腫瘍組織の検索された5例のうち，MTX代謝産物のみられなかった3例に肺転移が生じ，代謝産物
のみられた2例は，現在も寛解を続けている．
　MTXおよびその代謝産物の臨床薬理学のさらに深い理解と個々の症例にその知識を応用することが，骨
肉腫治療の進歩につながるものと思われる．
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